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重症筋無力症抗原決定基 を明 ら か に す るた め， ヒ トの アセ チ ル コ リ ン受容体 くA C h Rla サ ブ ユ ニ ッ
トア ミ ノ 酸残基配列 1 － 24， 40一犯 5L－71， 70－90， 12 ト 147， 183－200 を合成 し， 20例の 重症筋無力
症 くM G，患者血清中に 合成 ペ プチ ドを抗原と する抗体の 有無を みた が ， 陽 性と な る もの は な か っ た ． 自己
の ACh Rア ミ ノ 酸残基配列に 対 す る B 細胞 レ ベ ル で の 免疫寛容 の 関与を考 え， ヒ トと は異種 の シ ビ レ エ
イ ぽ 183－ 200ペ プ チ ドを抗原 と して 検定 した と こ ろ， 20例 の M G患者血清中3例 に 抗体価陽性を見 た．
さ ら に シ ビレ エ イ a 183－ 200に は， 抗 ラ ッ ト A Ch R－blo ck ing 抗体上 昇や ， 微小終板電位 くM E P Pト振幅
低下で 示唆さ れる 実験的自己免疫性重症筋無力症 くE A M Gl を発症さ せう る 免疫原性が認 め られ た
．
ま た
シ ビ レ エ イ ぽ 183－ 200免疫 ラ ッ トの 抗 ペ プチ ド抗体 は， 培養細胞 に お い て A C h R崩壊促進作用 を示 さ な
か っ た ． これ らの 結果と， トキ シ ン ．受容体結合阻害活性85へ 97％ で 表わさ れ る シ ビ レ エ イ ぽ 183－ 200の
トキ シ ン結合能の存在 よ り， a 183－200 は A C h結合能を有 する 領域 で あ り， m ainim m u n ogenic r egio n
くM工即 で はな い こ と を示 し てい る．
Key w o rds myasthe nia gr a vis， a Cetylcholin e r ec ept r， Synthetic peptide， a －
bu ngar otoxin binding site， a ntibody
神経筋 シ ナ プ ス 後 膜 の ア セ チ ル コ リ ン 受 容体
くa chetylcholin e r e cepto r， A Ch Rl に 対 す る 抗体 に
よ っ てひ き お こさ れ る自己免疫疾患と され て い る重症
筋無力症 くm ya sthe nia gr a vis， M Glの 研究は ， A Ch R
が コ ー ド され た遺伝子座や り， 各サ ブ ユ ニ ッ トの ア ミ
ノ酸配列21が 明 ら か に さ れ て新 し い 展 開 を見 せ て い
る． A Ch R は 4種 の サ ブ ユ ニ ッ トか ら成 り3I， 各 サ ブ ユ
エ ッ トの 1次構造 と， 膜外 ． 貫通 ． 膜内部配列の 推定
が行なわ れ た4川 ． 一 方 M G患者 の ACb R抗体 は多様
であり 叫1り， その 抗体が A Ch Rの どの 領域 を抗原と し
て い る か は M G の病態解明の 上 で 大切 で あ る
． 特 に
M G抗体の 50％以 上 が 標的 と し て い る A C h Ra サ ブ
ユ ニ ッ ト の な か の m ain im m u n oge nic r egio n
くM IRl1 2卜1 5I， と ア セ チ ル コ リ ン くa c etylcholin e，
A C hJ 結合部1の川 が どの 領域 に 相当する か が 重要 で あ
A bbr e viation s こACh， a C etylcholin ei A C h R，
る
． 最近 で は M I R は， Ba rka sら に よる と A Ch Ra サ
ブ ユ ニ ッ ト残 基番号 6 か ら 85の 領 域内 に 刷 ， Lind，
Str O mら は a 46 か ら 127に 湖 ， アセ チ ル コ リン 結合部
は， ジ ス ル フ ィ ド結合 抑 を形成 す る ぽ 192 と19321切
近傍 に あ る とさ れ て い る
．
本 研 究 で は， こ れ ら の 領 域 に 注目 し， ま ず と 卜
A Ch Rの ア ミ ノ 酸配列 に 従 い a l か ら a 200の 間の
6領域の ペ プ チ ド を合成 し， M G患者血 清中に これ ら
を抗原決定基とす る抗体の 有無を見た が， い ずれも有
意 な抗体上昇 を見な か っ た ． そ こ で 免疫寛容の 関与32，
を 考 え て， ヒ ト に と っ て は 異 種 の シ ビ レ エ イ
くTo rpedo c alifo r nical の アミ ノ 酸 配列 を とり あけ，
ま た抗原性 を も つ 立体構造 用 と ア セ チ ル コ リ ン 結合磯
城23Iの 可能性 の 観点か ら シ ビ レ エ イ 丑 1 83叩2く10を合
成 し て検討 し， 患者抗体検定， 動物モ デ ル 作製上出航
a c etylcholin e re ceptorニ a － BuTx ， a －bungaro一
to xinニ BSA， bo vin e ser u m albu mini E A MG， e Xperim ental autoim mun e myasthe nia gravisこ
IgG， im m u n oglobulin G三 M E P P， miniature e ndplate pote ntiali M G， myaSthenia gra visこ
M I R， m ain im m u nogenic r egio n．
重症筋無力症 とア セ チ ル コ リ ン受容体合成 ペ プチ ド
原性， 免疫原性 に つ き 有意の 結果を得た の で 以 下に 報
告する．
材料お よ び方法
L ペ プ チ ド合成
ペ プチド合成は ヒ ト51と シ ビレ エ イ2IA Ch Ra サ ブ ユ
ニ ッ トペ プ チ ド マ ッ プ に 照合 して， ヒ ト ぽ 1
－ 24， ヒ
ト げ 40
－ 60， ヒ ト ぽ 51－71， ヒ ト げ 70－ 90， ヒ ト
ぽ125－ 147， ヒ ト ぼ 183－200， シ ビ レ エ イ ぽ 183－ 20
個 1 J を固相法 で 行 な い 逆相高速液体 ク ロ マ トグ ラ
フィ ー に て 精製24I， 日本 電子 製 H X－100に よ る field
desorptio nくイ オ ン化方掛 マ ス ス ペ ク トル で確 認し
た
．
尚， 各ペ プ チ ド は可溶性 を得る た め N 端 に Lys－
Lysま たは Lys
－Lys－Gly， C端 に Gly ま たは Lys－Lys－
Gly を連結 した．
工工 ． 免疫ラ ッ ト作製
ペ プチ ドの 免疫 に は 8－ v lO遇齢雌 ル イ ス 系 ラ ッ ト
10 匹くシ ビ レ エ イ 庇 183 － 200免疫 用 に 7 匹， 対照用
に3 匹j を用い た． 0．1M リン酸綬衝液 くpfi 7．0う に
溶解し た合成ペ プチ ド く各 75ノJgl を完 全ア ジ エ バ ン
トととも に ， ジ エ チ ル エ ー テル 麻酔下 に 足底部に 皮下
往く全量 0，3mり し， 2過後と 4 週後 に 等量 を追加免
疫した． 対照 ラ ッ トに は等量の ア ジ ュ バ ン ト を注射 し
た． 初回の み百 日咳死 菌 ワ ク チ ン 0．5X lOl O個 く0．25
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血 し， 初回 免疫後 8週日 に屠殺， 抗体検定， 電気生理
学的解析 に 供 した．
1II． ラ ッ ト， ヒ ト， シ ビレ エ イ由来 A C h Rの 抽出2 5I
雄ウイ ス タ ー 系 ラ ッ トの 両足大腿部 で坐 骨神経を切
除後10へ 14 日目 に 下 肢筋 を取り出し細切 した． こ れ に
4 倍 量 の 緩 衝 液 A くNaCl， 0．1 Mi phe nylm ethyl
s ulfo nyl flu o ride， 1 m M ニ NaN3， 0．02％itraSyrO1
250ulmlを含 む 0．05 M Tris－ H Cl， pH 7．41 を加 えて
ホモ ゲナイ ズ し， 10，000rpm で 30分間遠心した ． 沈さ
を緩衝液 A で 2倍 に 希釈 して Trito n X－100で 最終濃
度 1 ％に な る よう に 加 え， 4
0
C で 1晩捷拝 し， 10，000
rpm で 30分間遠心 して得 られ た上 清を A Ch R分画 と
し た． ヒ ト A Ch R は剖検時 に 得た骨格筋 を， シ ビ レ エ
イ ACh R は日本近海産 シ ビ レ エ イ くNa rke japonica
l か ら採取 した電気器官を材料 と し， ラ ッ トの 場合 と
同様 に 抽出した ．
IV． 2抗体免疫沈殿 法
1 ． 抗ペ プチ ド抗体価
合成 ペ プ チ ド に ク ロ ラ ミ ン T 法26Iで 以 下 の よ う
に 1 25I を標 識 し た． ま ず0．05 M リン 酸綬衝液 くpH
7．01 に 溶か した 合成 ペ プチ ド く0．5m gノmり 10ノJl と
Na1 2 5Iく1 m ci1 10JLlくA m ersha m Produ cts lnc．，
Ca rdifflに ク ロ ラ ミ ン T 溶液 く5 m glml，0．05 M リン
酸緩衝液フ10ノJl を加えた ． 22
0
C で 1分間携拝し た後，
ピ ロ 亜硫酸ナ トリ ウム 溶液 く0．6m glml，0．05 Mリ ン
2く10
lE－t．yS－l．y s－くil v－．l． r 卜 I．ys－Ilis－．rrl卜 V a l Jr．y r ノ r yr－．rhr欄t二y s－C ys－P r o－A s p－IrhrTPr o一一ryr－1． く，l 卜 As p－1－y S－L y5－Gl y－Oll
Ilj 川 とI Il dB 3－2 0 0
1 8 3 2 00
I ト1．y s l － yS－G lyqT rl，－t．y S－11isTS e r－Va l－．r hr－．ry r－S e r－Cys－Cys－P r o－As p J nl r－P r o－T yr－l．e uTA sII－L Hy－Oll
l hjm ヱ11 1 a2 5－1 4 7
1 2 5 1 4 7
tト l．ys－l．ys－G l y－l．ys－SH rノ l－yr－Cys－く3lu－H e－I Ic－Va ト T hr，lIisdllhrl－71r orrlhe一八 sl一－G IuAG lnr八S l 卜く二ys－Se rl 肌1t －L．ys－Le u－tヨ1 ypO IL
lllJ m り 11 07 ぐト ミ10
7 0 9 0
1 卜l－yS－1．y s一八Srl一八引 卜 一r yr－く1 1 y－くil y，Va 1 1．ys－Lys－t le－11is－I leLl，r o－So r－t3ludL．ys－1 le－．r rlい 八 r g－L，r o－As p－l．e l 巨G l y－O IL
lll 111 乙I 11 Q5 1－71
5 l 7 l
l 卜 Ly sLl． ys－
J
r hr l ll r一八s n Va llA r gl．飢 l－t． yS－G ln－く1ln－
．
rl ，－V王l 卜 A s p－Tyr一八s nMl．e u－l．ys－－ll rl7一八 s l いllr o一八s p－As p儀一H y l m
llln lf H l n4 0－－う0
4亡l 6 0
l卜 L．ys－1．ys－l． 侶 巨 I ILluA s l 卜 Vzil－1ts p－CiluLVLlト 八 s l い G Ln－I le－Vz L卜 T hrJJl－h rpAs n－Va 卜 八r g－l． e l 卜I．ys－くu n－G ln－，rrl－rL ys－l，y S－G l y－OIl
lhl n a ll 凸1－2 4
2 4
l 卜 Stl r－く1lu l lis－G lu Jl－tl r一八 rg－I．t lu－Vil－A la l ． ys－l，e u－1Jhe－L ys－As p－T yr－Se r－So r－Va l－Va l－A rg－l， r o－V8 ト G Iu－A sp－G l y－011
Fig． 1． A min o a cid s equ e n ce s of synthetic peptides u s ed a s a ntigen s． To pro m ote
the solubility， peptides w er e att ched addition als equ e n c esLys－Lys orLys－Lys－Gly
at N －te r min al a nd Gly o rLys－Lys－Gly at C－ter min al， re Spe Ctiv ely．
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酸横衝液， pH 7．01 200ノバ を加 え反 応を止 め， さ ら に
1％ ヨ ウ化 カ リ ウ ム 溶 液200ノノ1 と1 ％牛血 清ア ル ブ
ミ ン くbo vin e s er u m albu min， B S A l加0．05 M リン
酸緩衝液 くpH 7．0ン 500メイl を加 え た． 反 応液全体 を
Sephadex G－15く0．9X25c ml カ ラ ム に の せ ， 1 ％
B S A加0．05 M リン 酸緩衝液で ゲ ル ろ過 し， 放射能 の
ピ ー ク を とり 4
0
C で 保存 した．
血 清 1検体 に つ き 試験管 5本 用 意 し， 緩 衝 液 B
く0．2％ Trito n X－100 を含む横衝液 Al で 100倍希釈
し た被検血清500ノJl を 5本に 分注 した． う ち 3本 に は
50倍希釈 した 1 2 5ト合成ペ プ チ ド 50ノノ1 を各々 加 え， 残
り 2本 に は プ ラ ン タ と し て抗 ヒ ト免疫 グ ロ ブ リ ン G
くim m u n oglobulin G，lgGl抗体 くHo e chst，M a rbu rgl
又 は 抗 ラ ッ トIgG 抗 体 くCap pel Labo r ato rie s，
Pen n sylv ania125JLlを各 々 加 え， 4
Q
C で 鵬 晩置 い た
後， 測定用 に は同上 の 抗体 25声1， ブ ラ ン クに は 1 25ト合
成 ペ プ チ ド 50ノJl を加 え た． さ ら に 一 晩 置 い た 後
3，000rpm ，20分間遠心 し， 上 清を捨 て， 沈さ は緩衝液
B 2ml で 2 回洗浄後， 12 51一 合成 ペ プ チ ドーヒ ト又 は
ラ ッ トIgG．抗 ヒ ト又 は抗 ラ ッ ト1gG 抗体 の放射活性
を測定した ． 抗ペ プ チ ド抗体価 は 3本 の 被験血清の 放
射活性の平均値か ら 2本の ブ ラ ン クの放射活性の 平均
田
値 を差 し引 い て算出し た． 負の 傾が 出た場 合 に は， 非
特異的結合に よる も の と し て Ocpm と し た．
2 ． 抗 ラ ッ トお よ び と 卜 A Ch R抗体価
125I－L 3，－ ブ ン ガ ロ ト キ シ ン くa ．bungaroto xin． a ．
BuTx HAm e rsha m Pr odu cts In c． ， Ca rdiffj で 標識
し た A CbR 20声1に 10倍希釈 し た 被験血清50声1
を加 え， 一 晩 4
0
C に 放置． これ に 抗 ヒ ト工gG 抗体又は
抗 ラ ッ ト工gG 抗体 を加 え， さら に 一 晩置い た後，3，500
rpm で 10分間遠心 して 沈さ の 放射活性 を測定 した．
こ れ を同 じ放射活性 を し め す 1 2 5I－ a － BuTx l mlあた
りの pm ol数で 表わ した くpm ol mlj．
V
． トキ シ ン ■ 受容体結合阻害活性測定法 くコ ンカ
ナ バ リ ン A 法ン
1pm ol mlに 調整 した A C h R250JLl に， 抗 ヒ ト又は
抗 ラ ッ ト A Ch R blo cking 抗体価測定時に は被験血清
50ノノl を加 え， ト キ シ ン ．受 容体結合 に 対す る合成ペ プ
チ ド阻 止 能 を見 る場合に は 合成ペ プ チ ド く50ノJg又は
250月g を含有 した緩衝液 即 50声1を加 え， －一一 晩4日c
下 で反 応さ せ た． こ れ に 12 5I－ a－BuTx O．3 pm ol を加
え 4
0
C 下に 放置 し た 後， コ ン カ ナ バ リ ン A． セ フ ァ
ロ ー ズ カ ラ ム くP ha r m a cia Fin e Che mic als，
Up ps alalを通し て コ ン カ ナ バ リ ン A に A C h R を吸着
Table l． Anti．hu m a nA C h Ra ntibody a ss aysin patie nts with mya sthe nia gravis
No． of Clin c al Binding a ntibody Blo cking a ntibody
patients siv erity





















































































































































































Osse rma n and Genkin s clas sific atio n30I
重症 筋無力症と ア セ チ ル コ リ ン 受容 体合成 ペ プ チ ド
させ て カ ラ ム の 放射活性 くR AMくil を測定し， 正常血 清
又は緩衝液 B添加時の 測定値 くR Ac 。 nt r 。．1 を測定 し，
後者に 対 する減少率
く担 遮 王立 d建 址 x lOOうR Ac on．ro t
から阻害活性 くblo ck ing a ctivityl を求 め た．
Vl． 電気 生 理 学的 検 査
シ ビ レ エ イ 戊 183－200で 免疫 し た ラ ッ fl か ら 8週
目に横隔膜神経筋標本 を切 り出し微小 電極 に よ り 立 ち
上が り 時間0．6 m s e c以 内 の 自発性微 小 終板電位
tminiatu r e endplate pote ntial， M E P Pl の 振幅 を測
定し， 平衡電位－15m V， 標準静止膜電位 M 75m V と
して補正 した161． 1 匹 に つ き筋線推20本で 測定し た．
対照ラ ッ トも 同様に 筋線維20 本 に つ い て 測定 した．
用 ． A C b R崩壊半減 期
胎生18仙 20 日目 の ウ イ ス タ ー 系 ラ ッ ト胎児の 下 肢
筋を取り 出 し細切 ル 3％トリ プ シ ン処 理 に よ り単細胞
浮遊液を作 っ た ． こ れ を プ ラ ス チ ッ ク ベ トリ皿 に 分注
し24一 －48時間培養 した後， 再び トリ プ シ ン く仇03％う
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処理 に よ り単細胞浮遊液と した ． 筋芽細胞と線維芽細
胞の 底面付着速度の 差 を利用 して線維芽細胞を選択的
に 除 去 す る た め に
．
プ ラ ス チ ッ ク ベ ト リ皿 中 に て
15 へ 30分 間培養 し， 筋芽細胞 に 富ん だ 上 浦を 採取 し
た
．
こ れ を プ ラ ス チ ッ ク ベ トリ皿 に 分注 し， 発育増殖
さ せ 7 日目 に 1 2 5エー 改 し BuTx で 標識 し た． 標識 さ れ た
A Ch R は細胞内 へ 取り 込 ま れ代謝 を受 け た後， 1 25I－ チ
ロ ジン と して 細胞外 へ 放出され る の で， 培養液の 放射
活性を経時的に 測定す る こ と で A C h R崩壊速度 を間
接的に 測 定で き る2 7 ト 291． 1 25工で 2時間標識し た後，上 清
を捨て 3 回 洗浄， こ れ に 非働化 く560C 30分間う し た
ラ ッ ト血 清 を15％含む培養液を加え， さ ら に 2時間培
養 した． 培養は す べ て 37OC， 5％ C O2， 95％ air下 に
て 行な っ た ． 各区間時間に 採取 し た培養液の それ ぞ れ
に つ い て放射活性 くR Am e d－ い 諾 1．2． ． ． ． ．
， 恒 帖 ． nン を測
定 し， 最後の ペ トリ皿 に 付着 して い る細胞を集 めて 放
射活性 くR Ac ellンを測定 した． あ る 区間時間に 崩壊 した
A C h Rの 全培養骨格筋 A C h R 量に 対 す る 割合 くF D－
IkJ お よ び あ る 区間終 了時 に お け る AC h R残存率
Table 2． Anti－pePtide a ntibody a ss aysin patie nts with mya sthe nia gra vis
No． of
patients






甜7r ト9 0 甜12 5－147 甜1 83M200 ぽ183仙20












































































































































































































































































































m e a n士S Dこ
ホ
， pく0．05 v s． co ntr olby Tho mps o n
，
s reje ctionlimit．
tNu mbers ofpatie nts c orrespo nd to tho sein Table り
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くF R－1kl は 次の式よ り算出 した．
F D－ Ikく％うニ
R Am e d－ k
－Xl OO
水
23R Am 。d－ I＋ R Ac ell
lこ I
F R－ Ikく％1ニ 100二引 F D－ I り
用 ． M G患者血 清
血清を本研究 に 供し た M G患者 は， 臨床的重症度分
類 くOss e r m a n．良 Ge nkin s分類3 011 でIIa 8例， II
b ll例， Illl例， 計20例か ら な り く表 1う， 抗 ヒ ト
A Ch R bindng抗 体価 お よ び blo cking抗 対 価 く表
い ， エ ド ロ ホ ニ ウム テ ス ト， 誘発筋電図で そ の 診断が
確認さ れた も の であ る． 治療 中の 場合の検体採取 は，
投薬 く抗 コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ剤 ま た は副腎皮質 ス テ ロ
イ ドJ 中止 48時間後 に 行な っ た ．
朕
． 統計学的処理
得 ら れ た デ ー タ は平均値 士標準偏差 くM e a n士S D
l で 表わ した． 2変量間の相関性 の分析に は Pe a rs o n
の 相関係数を求 め， 多群間の 平均値 の差の検定 に は分
散分析後 Du n n ett法 を用 い た． 又 ， 異常値の 検出に は，
T hom ps on の棄却検定法 を用い た． 以 上 す べ て 5％未
満の 危険率を も っ て 有意と した ．
成 績
工 ． M G患者血 清中の 杭 ペ プチ ド抗体価
表 1 に示 した全身型 M Gく軽症IIa， 中等症工I bl 又
は， 急性激症型 M Gく工工Iう患者 20例 に つ い て， ま ずヒ
ト ぽ 1 － 24， ヒ ト ぽ 40 － 6 0， ヒ ト 皮 51－ 71， ヒ ト
庇 70－ 90， ヒ ト ぽ 125
－ 147， ヒ ト ぽ 183－200に 対 する
抗 ペ プ チ ド抗体価を測定 した 結果を表
．
2 に 示 す． い ず
れ も有意な抗体価上昇を見な か っ た ． 次 に ヒ トに と っ
て は異種の シ ビ レ エ イ ぽ 183－ 200に つ い て 同様 に 抗
体価検定 を した と こ ろ表 2の よ う に 20例申 3例 に 抗
体価 上昇を認 めた
．
こ の 3例の う ち最も 抗ペ プチ ド抗
体価 の高か っ た の は 臨床重症度工Ia の 軽症全身型で
あ り， 重症度1Hの 急性激症 型 例は有意な抗ペ プチ ド抗
体価上昇 を見な か っ た ． 庇 183－ 200 は ACh結合領域
の 可能性が あ る た め ， 表 1 の抗 ヒ ト A C h R blo cking
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Fig． 2． C ha nge of a ntipeptide a ntibody titers，
align ed with re spe ct to po stino c ulatio n days．
Fe m ale Lewis r ats w er einje cted intrader m ally
With 75JLg Of To rpedo a183－200which w a s
e m ulsified with c o mplete Fr e u nd
，
s adju v a nt ina
O．3 ml v olu m e o nday O，14 and 28くTl， and
S a C rific ed 56 days afterinitial ino c ulation． tJIl，
r ats inje cted with To rpedo a183－20こく書1，
C O ntr Olr atsinje cted with adju v a nt alo n e．
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m e a n士S Di
ホ
， pく0．0 5by ANO VAfolo w ed by Du n n ett
，
s m ultiple c o mpa riso n with c o ntr ol．
重 症筋無力症 と ア セ チ ル コ リ ン 受 容体合成 ペ プ チ ド
ペ プチ ド抗体価 との 相関を見た と こ ろ， r ニ ー 0．019 で
正の 相関はな か っ た ．
I工． シ ビレ エ イ 仔 183
－ 20 免疫 ラ ッ トの 検討
1 ． 抗 ペ プチ ド抗体価 の 経時的変化
シ ビレ エ イ ぱ 183
－ 200を 2遇 お き に 3 回 免疫 し た
ラ ッ ト での シ ビ レ エ イ ぽ 183
－ 200に 対 す る 抗 ペ プ チ
ド抗体価を図2 に 示 す ． 抗体価 は， 6週 目 ま で は経時
的に 上 瓢 以後 plate a uまた は 一 部に 低下 傾向を示 し
た． 各ラ ッ トの 8週目屠殺時の 抗ペ プ チ ド抗体価 は表
3に 示す．
2 ． 抗ラ ッ ト ACh R抗体価
シ ビ レ エ イ ぽ 183－200免疫 ラ ッ ト で は 表 3 で 示 す
ように 7 匹中4 匹 に blo cking 抗体 陽性 で あ り， bind－
ing抗体はす べ て 陰性 で あ っ た ．
3 ． 電気生理学的検査
シ ビ レ エ イ 此 183－ 200免疫8 週目屠殺時 の 各 ラ ッ
トの M E P P振幅 を測定 した 結果 を表 3 に 示 す． 臨床
像に 明ら か な変化はな か っ たも の の ， M E P P振幅低下
で 示 唆 さ れ る 実験 的自 己 免疫性 重 症 筋無 力症
くe xperim e ntal a utoim m u n e mya sthenia gr a vis，
E AM Gl の 発症 を認め た もの が， 免疫 ラ ッ ト 7 匹中4
匹あり ， これ ら はす ぺ て 抗 ラ ッ ト A C h R blo cking 抗
体陽性例で あ っ た ．
4 ． A Ch R崩壊半減期
抗 A C h R抗 体 価 と M E P P振 幅 低 下 の 評 価 で
E AMG の 発症 と 考 え ら れ る シ ビ レ エ イ a 183－200
免疫ラ ッ ト 4 匹の プ ー ル 血 清と対照 ラ ッ ト3匹 の プ ー
ル 血清を培養液に 添 加後， 培養骨格筋細胞内の A Ch R
残存率の 変化を図3 に 示 す． 培 養30時間後 に お い て
も， 免疫ラ ッ ト血 清の 方が対照よ り残存率 が少な い と
い う こと はな か っ た ．
土工1 ． トキシ ン ． 受容体結合 阻害活 性 か ら み た合成 ペ
プチ ド ー ト キシ ン結 合 能
抗A Ch R blo cking 抗体価測定時の 被験血清の か わ
り に シ ビ レ エ イ 此 183仙200 を 50ノノg な い し 250声g，
コ ン カ ナ バ リ ン A ． セ フ ァ ロ ー ズカ ラ ム に 添加 し た結
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果 を 表 4 に示 す． シ ビ レ エ イ ぽ 183－200， 50月g は
85へ 89％の 阻止 率 で ト キ シ ン と受 容体の 結合 を阻ん
だ． 合成 ペ プ チ ド量 を 50ノノg か ら 250ノJg に 増加す る
と阻止 率は 高く な っ た が 柑7％ン， A C h Rの 種 類を と




M G患者血 中に あ る A C h Rに 対 す る 抗体1 OIlりの 抗
原決定塞が どの 領域で あ るか は， な お 議論の 多い と こ
ろ で あ る
．
A Ch Ra サ ブ ユ ニ ッ トの 一 部に 属 し， A Ch
結合能 は な い も の の 50 ％ 以 上の 抗 体 が 認識 す る
M 工R1 2ト 用 に 関し て ， Noda ら 抑 が初め に 親水 性の 観点
か ら提唱し た a 161－169 や， M cCo rmick ら3 1の 提唱
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Fig．3． A C h Rdegr adatio n in vitr o． く■1， S er a
fr o rn4 c o ntr olr atsこく■ ン， PO Oled sera fro m4 r ats
im m u niz ed with To rpedo a183－20 ． Details
W er ede sc ribed in
L．
M ate rials a nd Methods，
，
．
Table 4． Tくや1－billding c apa city of synthetic peptides ， a S e XPr eS Sed by ％ inhibitio l－ Of
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Hし1m a n 8 5 95
71 0 水
に ある とさ れ 否定的で あ る4けほ 2I． ぽ 128， 1 42 問の ジス
ル フ ィ ド結合を含 む げ 125－ 147 は， Le n n o nら に よ っ
て ， その 抗体 に は本痛の 主 因の 1 つ と され る A Cb R崩
壊促進作用 が あ る こ と か ら重 要な病原性領域 の 一 つ で
ある こ とが 示 唆さ れ た3 3I． し か し， n ativ e A Ch Rの
M I Rに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 は こ の ぽ 125－147
と反応 し な い 弼 の で， こ の 領域 は こ こ で 論 じ て い る
M I R で はな い よう で あ る． 又 こ の 領域の す べ て は膜表
面 に 露呈 して い な い と の 反 論も あ り351， 最近 Ba rka s
ら 瑚 は， E． c oliの expre ssio n clo ning の 手法に よ っ
て， M I Rは ば 6－85の 間に 少な く と も 2 つ あ り ， その
1 つ は a 37－ 85 の中に 含ま れ る と して お り， Ratn a m
ら9Iは げ 46 － 127 を， Ha rc o u止 ら は ぽ 66－ 70お よ び
ぽ 12－30 を含 む領域 を M I R と示 唆 して い る 抑 ． しか
しい ずれ に し て も尚 一 層 の つ め が 必 要で あ る と と も
に ， 抗原抗体反応の 成立の た め に は 一 定の 立 体構造が
必 要とす る議論も ある 用
．
一 方 M G抗体の 重要な標的 の 一 つ で あ り， 受 容体構
造， 機能の 面か ら も注目さ れ る の は， J丑 サ ブ ユ ニ ッ ト
ACh結合部が どの領域に あ る か とい う こ と で あ る． ト
キ シ ン結合部 と A Cb結合部が 共 通の 領域 に あ る2 3Iと
す れ ば， a － BuTx を用 い て AC h結合部 を推定で き る
．
シ ス テ ン 残基間の ジ ス ル フ ィ ド結合形成近傍 に A Cb
結合部が存在す る 抑 こ と か ら ， は じ めは 甜 128－ 142 間
ジス ル フ ィ ド結合 を 含 む領域3 7ト39鳩 る い は 丑 128，
142， 192，193で 2重 ジス ル フ ィ ド結合が想定 され る領
域 刷 4りが， こ の 機能 を担う可能性の ある もの と して検
討さ れ て き た
．
しか し， 既述 の 庇 128， 147間 ジ ス ル
フ ィ ド結 合 を 含 む 庇 125－ 147で 免 疫 し て 成 立 し た
E A M G の抗体は， ACh結合部 を標的と し てお ら ず331，
ジス ル フ ィ ド結合 を解 い た合成 ペ プチ ド欄 あ る い は，
ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 ま な い ぽ 131－ 14 7で も
E A M G の成立を見て い る22J． ま た ヒ ト a 125－147 を
抗原 と し て 免疫 し発症 し た E A MG ラッ ト の 血 清抗
ラ ッ ト A C h R抗体は， m Odulating a ntibody で あ っ
た 叫 ． ま た Ne u m a n nら は， L2128， 142の シ ス テ ン は
容体内で 192，193の シ ス テ ン と ジ ス ル フ ィ ド結合 を形
成 して い な い と報告 した431． 最近隣接す る シ ス テ ン 聞
く皮 192－ 193つ に も ジ ス ル フ ィ ド結合が 成立 し う る こ
とが 明 ら か に され る2りと と も に ， こ れ を含 む ぽ 173－
204瑚 ， 仔 185－ 196
2314 31
， ぽ 182－1984引 ， ぽ 160－ 2162 01，
の 領域の 中に A Ch結合部が存在す る と 示 唆さ れ て い
る
．
以 上 の 諸報告 を ふ ま え， 本研 究 で は ま ず M IRと
ACb結合部 に 関連 す る と 推定 さ れ る ぽ 1 － 24， 仔
40－ 60， 仔 51 － 71， ぽ 70－ 90， 此 125－ 147， 仔 183－ 200
の 6領域を選 びペ プ チ ド を合成 し た． M G患者血清中
田
に これ ら に対 す る抗体が存在 する か 否 か を見る ため，
合成 し た 6種 の ペ プ チ ド を抗原 と し て検定 し たが20
例 の M G血清の い ず れ に も有 意な抗体上 昇 を認 める
こ と は で き な か っ た く表2う． そ こ で免疫寛容22切 関与
を考 えて ， ヒ ト に と っ て は異種の シ ビ レ エ イ の アミノ
酸配列 を と りあげ， ま た A Ch結合部 の 可能性 の 高い
ぽ 183－200 を選 ん で 合成 し， 上 述 の 20検体 を検定し
た と こ ろ3例 に その 抗体価上昇を認 め た． ヒ トと シ ビ
レ エ イ 庇 18 3－ 200で こ の よう な差異が生 じ た理 由と
して は ， 図1 で 示 す よ う に ア ミノ 酸 の 種類が残基番号
187， 189，191の 3 ケ所 で と 卜 と シ ビレ エイ では異なるこ
と が あ げ られ る ． 一 般 に 生 体内で 抗原 と し て 認識され
抗体 と蛋白が結合 す る に は 6 へ 7残基が 必要と され
る 瑚4 7I， ぽ 183－200の 18残基中 庄 187u191間の 3残
基 の 違 い は 大 き い と 考 え ら れ る
． 本 報 の 結 果 は，
Le n n o nら3別の 免疫実験 で ， ヒ トの A Ch Rで 免疫した
ラ ッ トの 抗体 は ヒ トや ラ ッ ト な どの 哺乳類 の A CbR
よ り シ ビ レ エ イ の A Ch R と よ く 反応 した と い う現象
と も 共通す ると こ ろが あり ， 同種抗原 よ り も異種抗原
に 対 す る B c ellレ ベ ル で の 低 い 免疫寛容の 関与が考
え ら れ る． ま た天 然の A C h Rの それとは異なる立
の ペ プ チ ド を 抗原 と し て測定 して い る 方法上 の 限界
や， ク ロ ラ ミ ン T で 標識す る こ と に よ る構造的修飾な
ども考慮 に 入 れ る べ き で あ ろう
．
M G患者血 清中に 抗 ペ プ チ ド抗体陽性 を見た シ ビレ
エ イ 庇 183－200 を抗原 と し た免疫 ラ ッ ト実験 に て7
匹 中4 匹 に 抗 ラ ッ ト A C h R抗体陽性， M E P P振幅低
下 を きた す よ うな E A M G発症を み， 発症 した E A M G
血 清 に は binding抗体 は証明され ず， blo cking 抗体の
み 陽性 で あ っ た ． また 発症 した E A M G 血清に A ChR
崩壊促進作用 を認め な か っ た こ と よ り， 庇 183－200 は
M I Rで は な く， A Ch結合部 を含 む領域 で あ ると の間
接証拠と考 え られ る． こ の こ と は， トキ シ ン と A ChR
との 結合 を本 ペ プ チ ドが 有意に 阻止 したin vitr o実験
の 直接証拠 に よ っ て 確か とな っ た
．
す な わ ち M G患者
血清 と反 応 す る 抗原 性 を持 つ シ ビ レ エ イ 戊 183欄200
は A Ch結合能 を担 い ， ラ ッ トに E AM G を誘導 する免
疫原性 を有す ると考 え ら れ る
．
結 論
M G抗体 の 標的 で ある A C h Rの ア ミ ノ 酸配列の う
ち， ヒ ト 庇 1 － 24， ヒ ト ぽ 40 － 60， ヒ ト 庇 51－71， ヒ
ト ぽ 70－90， ヒ ト 甜 125－147， ヒ ト 庇 183－200， シ ビ
レ エ イ ぽ 183－200 を合成 し， M G患者 血 清と の 反応
性， A C h Rの 構造と機能 の 検討， 動物モ デ ル の 作製等
に供 し以 下 の 結論 を得た ．
1 ． M G 患者血清 に ヒ ト 戊 1 － 200間 の 6種 の ペ
重 症筋無力症と ア セ チ ル コ リ ン受 容体合成 ペ プ チ ド
プチ ドに 対する 抗体 は検出され な か っ た ． しか し， 異
極の シ ビ レ エ イ 葺 18 3－200に 対す る 抗体 は 20例中
3例に検出され た． こ の こ と か ら異種抗原と免疫寛容
の関係， 抗原 に 用 い る合成 ペ プチ ドの 立 体構造， 抗原
の標識法に つ い て の 配慮の 必要性が考 え られ た．
2 ． シ ビ レ エ イ 庇 183
－ 200免疫 ラ ッ ト実験 に お い
て， 7 匹中4 匹 に 抗 ラ ッ ト ACh R抗体陽性， M E P P振
幅低下で 示 唆 さ れ る E A M Gの 発 症 を 認 め た． 発症
ラ ッ トの 抗ラ ッ ト A C h R抗体 はblo cking 抗体で あ る
ことよ り， こ の 領域が AC h結合部で あ る こ と を 間接
的に示 した．
3 ． シ ビ レ エ イ ぽ 183
－ 200免 疫 ラ ッ ト 血 清 に
A Cb R崩壊促進作用 は な か っ た こ と よ り， ぽ 183－ 200
はM G抗体の 50％以 上が 標的 と し て い る MI Rで は
ない こ とを確認し た．
4 ． シ ビ レ エ イ ぱ 183－ 200は， ト キ シ ン ．受 容体結
合阻害活性が高く ， こ の 領域 に A C h結合部 を有 す る
もの と推察さ れ た．
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To rpedo s equ en c e， a
183－ 20 0， W a SuSed， and w asfo u nd to be antigenic in the detection of c orre sponding
antibody in 3 0f 2 0 hu m a n m ya sthe nic s e r a． T his To rpedo a 1 8 3－ 20 0 wa s als o
im m un oge nic in theinduc tio n of e xperim e ntal a u toim m une m yasthe nia gravisくEA M Glin
rats a s evide nced by ele va ted titers of anti－ra t A Ch R blo cking antibody and reduced
am plitudes of miniatu r e e ndplatepotentialくM E P PJ． Anti－ To rpedo a 18 3－2 0 0a ntibodies
didn otindu c ed the m odulatio n of A C h Ro n c ultu red m yotube s■ T he s e r e s ults， aS W ellas
the to xin － binding c apa city of Torpedo a1 83－2 00e xpr e sed by a n 8 5へ づ7 ％ inhib itio n of
to xin －binding to A C hR， indic ate that the segm erlt a 1 8 3－2 00is in voIv ed in the ACh
binding sitebutno t the sitewhich includes the m ain im m unoge nic region くM IRJ．
